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RESUMO: A industria energética atualmente gera
milhdes de residuos e a reutilizacdo destes
representa um beneficio inquestionavel. O presente
trabalho possui o objetivo de avaliar o efeito da
associagcdo entre torta de mamona e cascalho de
perfuracdo de pocos de petrleo em solos
cultivados com girassol e mamona na diversidade
bacteriana, através da técnica molecular de
Eletroforese em Gel de Gradiente de Desnaturagéo
(Denaturing Gradient Gel Electrophoresis- DGGE) e
da técnica de culltivo em meios de cultura. Houve
correlacao significativa entre o teor de magnésio no
solo e a contagem de bactérias mesdéfilas em meio
PCA (Plate Count Agar) e no nimero de UTOs
(Unidades Taxondmicas Operacionais) no DGGE.
Estes resultados mostram que as variagdes do teor
de magnésio acompanhou a mudanga na
diversidade bacteriana nos diferentes tratamentos
tanto pela metodologia dependente quanto pela
metodologia independente de cultivo, confirmando a
eficiéncia a eficiéncia destes métodos na avaliagao
da diversidade bacteriana.

Termos de indexacdo: DGGE (Denaturing Gradient
Gel Electrophoresis), métodos independentes do cultivo,
residuos da agroindustria.

INTRODUCAO

O Brasil é referéncia na producdo de
agroenergia. Programas como os do etanol e do
biodiesel atraem a aten¢do do mundo por ofertar
alternativas econémica e ecologicamente vidveis a
substituicdo dos combustiveis fdsseis, entretanto,
este tipo de producao de energia gera residuos que
devem ser tratados, assim como os residuos da
indastria petrolifera. A reciclagem de residuos
representa  um beneficio inquestiondvel na
minimizacdo deste problema ambiental. O presente
trabalho tem como objetivo a avaliacdo da
associacdo entre torta de mamona e cascalho de
perfuracdo de pocos de petréleo em solos
cultivados com girassol e mamona na diversidade
bacteriana, através da técnica molecular de
Eletroforese em Gel de Gradiente de Desnaturagéo

(DenaturingGradient Gel Electrophoresis- DGGE) e
da técnica de cultivo em meios seletivos e nao
seletivos, visando o entendimento da dindmica e a
mensuracdo dos efeitos desses rejeitos no solo, e
contribuindo para criacdo de planos de manejo e
gerenciamento do cascalho de perfuracado e torta de
mamona.

MATERIAL E METODOS

O delineamento experimental foi do tipo fatorial
(2 x 3 x 2 x 3), composto por dois solos de texturas
contrastantes, argissolo e planossolo. Nos solos
foram aplicados 3 niveis de cascalho de perfuragao
(0, 10, 10 Mg.ha™) e 3 niveis de torta de mamona
(0, 16, 64 Mg.ha’), e cultivados com duas
oleaginosas (mamona - Ricinnuscomunis L. e
girassol - Helianthusannus). Foram utilizados vasos
fechados, com é&rea cubica igual a 0,0042 m? e
foram pesados 5 kg do substrato de textura arenosa
(planossolo) e 4 kg do substrato argiloso (argissolo).
A capacidade de campo foi mantida a 70% durante
a conducéo do experimento.

Aos 76 dias apds a semeadura foram coletadas
35 g de solos de cada tratamento. Amostras de 25 g
de solo foram submetidas a diluicbes seriadas
decimais variando de 10" a 10" Em seguida,
aliguotas de 0,1 mL das diferentes diluices foram
inoculadas em meios com distintas finalidades: meio
PCA (Plate Count Agar), para isolamento de
bactérias mesodfilas; meio AGEL (Agar Glicerol -
Extrato de Levedura), para isolamento de
actinomicetos; meio AC (Agar Caseina), para
isolamento de bactérias proteoliticas e meio AMVF
(Agar Manitol Vermelho de Fenol), para isolamento
de bactérias halotolerantes ou halofilicas. As placas
foram incubadas a 30 °C por 24 a 48 horas. Apés a
incubac@o foi feita a contagem do numero de
unidades formadoras de colbnias (UFC) totais.
Foram consideradas como contaveis as placas que
apresentaram entre 30 e 300 colbnias (Clark, 1965;
Schortemeyer et al., 1996).

Para a analise da diversidade bacteriana foi
utilizada a técnica independente de cultivo através
do DGGE (Denaturing Gradient Gel
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Electrophoresis). Primeiramente fez-se extra¢éo do
DNA total de bactérias do solo, utilizando o Kit
PowerMax™  Soil DNA Isolation (MO BIO
Laboratories, Inc), segundo o protocolo fornecido
pelo fabricante. Para verificar a quantidade e a
qualidade do DNA obtido as amostras foram
separadas por eletroforese em gel de agarose 0,8 %
acrescido de SYBR® Safe DNA Gel Stain
(Invitrogen). Os géis foram visualizados sob luz UV
254 nm.

Na a 1° reacdo de PCR foram empregados 0s
primers 27f (Suzuki & Giovannoni, 1996) e 1512r
(Kane et al., 1993), que amplificam a regido 16S
rDNA de bactérias e que geram um fragmento de
aproximadamente 1500 pb. Foram utilizados 1 U de
Taq DNA polimerase (Fermentas), tampdo de
reagdo 1X (Fermentas), 0,2mM de dNTP
(ThermoScientific), 0,1 pg.uL™" de BSA (Promega),
0,5 UM de cada primer, resultando num volume de
25 pL. As amplificagdes foram conduzidas segundo
0s seguintes parametros: 5 min de desnaturacéo
inicial a 94 °C, 30 ciclos de 94 °C por 60 s, 68°C por
60 s e 72 °C por 60 s, seguida de uma elongagéo
final a 72°C por 10 min. Os produtos de PCR foram
separados por eletroforese em gel de agarose 1,5%
e visualizado sob luz UV.

Os produtos gerados na 12 reacdo foram
utilizados como molde para a 22 reacdo de PCR
utilizando os primers CG-338f e 518r (Ovreas et al.,
1997). As amplificagBes foram conduzidas segundo
0S seguintes parametros: 5 minutos de
desnaturacgéo inicial a 94 °C, 30 ciclos de 94 °C por
60 s, 55 °C por 60 s, 72 °C por 60 s, seguida de
uma elongacéo final a 72 °C por 5 minutos.

Os produtos da segunda reagcdo de PCR foram
separados em gel de 8% de poliacrilamida e
gradiente de concentracdo entre 44% e 60%
definido a partir da mistura de solugbes de uréia e
formamida deionizada. A eletroforese foi realizada a
70 V e 60°C, por 16 horas, em um equipamento
DcodeTM “Universal Mutation Detection System”
(BIO-Rad, Richmond, EUA). Os géis foram
fotografados e as imagens foram analisadas com o
software Bionumerics (Applied Maths, Saint-
Martens-Latem) determinando-se
as diferencas através do coeficiente de Diccee para
a analise de grupamento foi usado o algoritmo
UPGMA (Unweighted Pair-Group Method with
Arithmetic Mean).

RESULTADOS E DISCUSSAO

No argissolo, houve aumento da contagem
bacteriana no meio (PCA) em todos os tratamentos
guando comparada aos controles, independente das
concentracdes de residuos incorporados e do tipo
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de oleaginosa cultivada (Tabela 1). No planossolo
cultivado com girassol, houve uma reducdo na

quantidade de UFC/g no grupo tratamento
comparado ao grupo controle. No planossolo
cultivado com mamona nao foi possivel a

observacdo de diferencas na contagem bacteriana
decorrente dos tratamentos. No argissolo cultivado
com girassol, foi observada reducdo na contagem
de actinomicetos em meio (AGEL) no tratamento
com a maior concentracdo de cascalho de
perfuracdo em relagdo ao controle. Quando
cultivado com mamona, essa reducéo foi observada
em ambas as concentra¢des. Em planossolo, houve
um aumento na populacdo de actinomicetos
comparado ao grupo controle, independente da
oleaginosa cultivada. Argissolo em meio (AMVF),
ndo foi observada qualquer alteracdo na contagem
bacteriana, independente das concentracbes de
residuos incorporados e do tipo de oleaginosa
cultivada. Em planossolo, houve aumento na
contagem bacteriana quando cultivado com girassol
e reducdo quando cultivado com mamona. Argissolo
em meio (AC) gerou reducdo na populagéo
bacteriana independente das oleaginosas
cultivadas. Em planossolo cultivado com girassol
ndo foi possivel avaliar alteracdo decorrente dos
tratamentos. Quando cultivado com mamona, a
maior concentracdo de cascalho de perfuragéo
gerou uma reducdo na contagem bacteriana quando
comparada ao controle e a menor concentragdo do
tratamento.

O padrédo de bandeamento dos amplicons no gel
de DGGE revelou a existéncia de diferentes
unidades taxondémicas operacionais (UTOs) de
bactérias, com perfis de distribuicdo diversos entre
as amostras. Os perfis eletroforéticos demonstraram
gue, comparado ao grupo controle, as amostras que
receberam a associagéo entre torta de mamona e
cascalho de perfuracdo apresentaram um aumento
na diversidade bacteriana. O aumento do ndmero
de bandas no gel foi progressivo nas amostras em
que foram cultivadas mamona, tanto para o
substrato planossolo quanto argissolo. Quando
cultivadas com girassol, em substrato planossolo,
ndo houve aumento do nimero de bandas conforme
0 aumento da concentracdo de cascalho de
perfuracdo. Ja no substrato argissolo, houve uma
relacdo inversa, quanto maior a concentracdo de
cascalho de perfuracdo, menor o nimero de bandas
observadas no gel (Tabela 1). Embora o tratamento
tenha gerado um aumento da diversidade
bacteriana, a adicdo dos residuos da industria
agroenergética ndo causou a selecdo de
populacdes especificas de acordo com o
dendograma (Figura 1) elaborado para ilustrar o


http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1365-2672.2010.04735.x/full#b70
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agrupamento das populacSes bacterianas nos
diferentes tratamentos.

Ndo houve um agrupamento baseado nos
tratamentos, mas a formacdo de trés grupos
distintos G1, G2 e G3, mostrando que 0 aumento na
diversidade bacteriana gerado pelos tratamentos
ndo se deve ao favorecimento de populactes
especificas. Além disso, o0s controles dos
tratamentos mantiveram-se juntos confirmando a
autenticidade da técnica elaborada.

Diminuindo a distancia euclidiana média para um
intervalo entre 0,6 e 0,7 ocorre-se 0 agrupamento
das amostras A-10/16-G e A-0/0-M que
representam respectivamente o controle do cultivo
de girassol e mamona na matriz argissolo. Ja o
agrupamento entre as amostras P-0/0-G e P-0/0-M,
representativas dos controles na matriz planossolo
ocorre em torno de 0,4 da distancia euclidiana
média.

Foi realizada andlise de correlacdo entre as
variaveis apresentadas no experimento, a saber,
guantidade de UFC/g em PCA, AGEL, AC, AMVF,
guantidade de UTOs em DGGE, pH e teores de
sodio disponivel, Ca e Mg com objetivo de um
melhor entendimento dos fatores relacionados ao
aumento da diversidade bacteriana nos diferentes
tratamentos. Houve correlacdo significativa entre o
teor de magnésio no solo e a contagem de bactérias
mesofilas em PCA (r=0,58) e no niumero de UTOs
em DGGE (r=0,64). Estes resultados mostram que
as variagbes ocorridas no teor de magnésio
acompanhou a mudanca na diversidade bacteriana
tanto pela metodologia dependente quanto pela
metodologia independente de cultivo. Yada et al.
(2009), constatou que a adicdo de Oxido de
magnésio no solo gera um aumento da atividade
microbiana. O magnésio é um dos minerais
essenciais para o metabolismo microbiano (Bon et
al., 2008).

CONCLUSOES

A técnica de DGGE se mostra eficiente na
avaliagdo da diversidade bacteriana por ter
possibilitado detectar diferentes padrdes de UTOs
nos tratamentos avaliados e pela sua sensibilidade
de deteccdo.

Pelas analises de correlagao realizadas pode-se
infererir sobre a influéncia do teor de magnésio na
diversidade bacteriana.
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Tabela 1 — Caracterizacdo quimica, Unidade Formadora de Coldnias por grama de solo (UFC/g) de
bactérias e Unidades Taxondmicas Operacionais (OTUs) de solos tratados com torta de mamona e
cascalho de perfuracéo e cultivados com girassol e mamona.

Amostras pH* Na* Ca Mg Bactérias  Actinomicetos Staphylococcus  Bactérias NUmero

spp. proteoliticas de UTOs
(cmol/dm®) PCA* AGEL* AMVF* AC*
A-00-G 48 02 05 01 1,78x10° 1,66X10* 4,80X10" 4,70X10* 6
A-10/16-G 5,1 2,6 15 04 1,21Xx10% 7,10X10* 9,00X10* 3,20X10° 13
A-10/64-G 6,6 7,3 355 0,7 4,30X10" 5,70X10° 9,00X10* 3,80X10° 11
A-0/0-M 49 02 06 02 3,15X10° 1,92x10* 1,04X10* 4,50X10* 6
A-10/16-M 52 21 14 03 9,00x10° 2,56X10° 6,20X10" 7,00X10* 8
A-10/64-M 6,6 9,4 3,6 05 7,00x10" 2,03X10° 9,00X10* 1,60X10° 9
P-0/0-G 54 0 09 0,0 5,00x10% 9,70X10° 2,00X10° 1,36X10° 3
P-10/16-G 58 15 15 0,3 4,30x10° 4,30X10° 4,80X10° 6,70X10° 7
P-10/64-G 7,3 7 2,6 04  4,30X10° 7,80%x10* 2,28X10° 7,50X10° 7
P-0O-M 56 0 0,7 00 4,53x10" 1,16X10° 1,16X10° 6,20X10° 5
P-10/16-M 6,1 1,3 1,3 0,2 4,00X10" 1,12X10° 5,90X10° 1,00X10° 6
P-10/64-M 7,3 7,2 2,7 05 5,50X10™ 5,60X10* 8,50X10° 9,40X10° 7

*(FREITAS, 2013). PCA — Agar para Contagem em Placas, AGEL — Agar Glicerol Extrato de Levedura, AMVF- Agar Manitol Vermelho
de Fenol, AC - Agar Caseina, UTOs- Unidades Taxondmicas Operacionais

o _
e 1
o ‘ ]
~ g |
o o
b = =
E o . 2 3
‘© o r_— 0O s S oS
= ] L Z& & 5
w Q g g < o
= |o© Q Q |« 2
s @ = ¢ 3 =
- R | g ¢ 2 ¢ GRUPO 3
S 2 « «
o o
Q@ =
o
S 3 GRUPO 2
o o
ARUPET dgge_dist

hclust (*, "average")

Figura 2 - Dendograma de dissimilaridade genética do DNA total do solo apés a amplificagdo com primers
gue amplificam a regido do gene ribossomal 16S de bactérias obtido pelo método de agrupamento
UPGMA.



